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EFECTO DE LA LUZ Y DEL ACIDO GIBERELICO  SOBRE LA GERMINACION
in vitro DE JAUL (Alnus acuminatay
Emanuel Araya*,  Luis G6mez2/**, Nancy H~dalgo***,  Roberto Valverde**
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RESUMEN  ABSTRACT
Se  estudi6  el efecto  de la luz y el acido  gi-  Effect of light  and gibberellic  acid on
berelico  (AG3) sabre  la germinaci6n  de semillas  in vitro germination of Alnus acuminata. The
de jaul (Alnus acuminata)  en condiciones  in vi-  effect  of light and  gibberellic  acid on seed  germi-
tro. Las semillas  de  jaul exhibieron  un alto reque-  nation of  alder (Alnus acuminata) was studied
rimiento de luz para su germinaci6n  in vitro. El  under  in vitro conditions.  Alder seeds  exhibited  a
acido  giberelico  promovi6  una  mayor  y mas  rapi-  high light requirement  to germinate.  Germination
da genninaci6n  de lag  semillas  de  jaul, conforme  of  seeds  not exposed  to light  was only  15%.
aument6  la concentraci6n  en condiciones  de luz;  Gibberellic acid improved seed  germination  un-
pero tuvo poco efecto  a la oscuridad.  Se discute  der light conditions, but not in darkness.  These
el control de la germinaci6n  de lag semillas  de  in vitro results are similar to those reported  by
jaul par un sistema  de fitocromo y su relaci6n  authors working  on  ex vitro  conditions. The
con lag giberelinas.  Los resultados  obtenidos  in  possible  regulation  of alder seed  germination  by
vitro coinciden  con log  publicados  par otros  auto-  the phytochrome  and its relation with gibberellic
res,  trabajando  en condiciones  ex vitro.  acid is discussed.
INTRODUCCION  fundos  y bien drenados  de tipo limo-arenoso;  no
obstante,  esta  especie  tiene la ventaja  de que se
El jaul (Alnus acumin.ata)  es un arbol na-  adapta  a condiciones  de suelo  diffciles como son
tivo de  America  Central  y America  del Sur,  se  ex-  log suelos  pobres  y pedregosos  (Munoz 1998).
tiende desde  Mexico hasta  Argentina. En Costa  Tambien  forma una simbiosis  con bacterias  fija-
Rica crece  en forma natural en la Cordillera de  doras de nitr6geno del genera Frankia, que 10
Talamanca,  Oivisi6n de Perez Zeled6n, Volcan  convierte  en un importante  fijador de nitr6geno
Turrialba,  Volcan  Irazu y Bajos del Toro. Se de-  atmosferico.  Se  estima  entre  2 kg Y hasta  300 kg
sarrolla  en lugares  humedos  y nublados  como el  la cantidad  de nitr6geno  fijado par hectarea  par
bosque  montano  bajo y montana  humedo.  EI ma-  ana.  Oebido  a estas  caracteristicas  el jaul es  con-
yor crecimiento  del arbol ocurre en suelos  pro-  siderado  un componente  importante  para  sistemas
1/  Recibido para  publicaci6n  el 21 de maTZO  del 2000.  **  Centro  de  Investigaciones  Agron6micas,  Universidad
2/  Autor para  correspondencia.  de Costa  Rica. San  Jose,  Costa  Rica.
*  Bachillerato  de Ingenierfa  en Biotecnologfa,  Institu-  ***  Escuela  de  IngenierfaAgrfcola,  Instituto  Tecnol6gico
to Tecnol6gico  de Costa  Rica. Cartago,  Costa  Rica.  de Costa  Rica. Cartago,  Costa  Rica.76  AGRONOMIA COSTARRICENSE
silviculturales  y agroforestales (Russo 1994). Las  utiliza  para la germinaci6n  de semillas de orqui-
plantaciones de Alnus  se establecen con arboles  deas  y para el rescate de embriones en programas
que provienen de semilla, la cual sobrepasado el  de  mejoramiento  genetico  (Prakash  y  Pierik
mes de almacenamiento  presenta solamente un  1993).
50% de germinaci6n (Munoz  1998). Es necesario  El objetivo del presente trabajo rue evaluar
estudiar Jos diferentes aspectos que influyen  so-  el efecto de la luz y del acido giberelico  sobre la
bre la germinaci6n  de la semilla  y su almacena-  germinaci6n  in  vitro  de semillas de jaul  (Alnus
miento, para desarrollar procedimientos que per-  acuminata).
mitan un mejor aprovechamiento de la misma.
La germinaci6n de la semilla es un proce-
so complejo  y  sensible, tanto a lag condiciones  MATERIALES  Y METODOS
ambientales  (nutrimentos,  temperatura,  agua y
luz)  como  alas  sustancias end6genas del creci-  Procedencia  y desinfeccion  de la gemma
miento  (comunmente  conocidas  como  fitohor-
monas)  (Arteca  1996).  Dentro  de  log  factores  Las  semillas  de jaul  (Alnus  acuminata)
ambientales, se ha observado que lag semillas de  se recolectaron  en el Parque Nacional  Ricardo
muchas especies requieren  luz  para germinar  y  Jimenez Oreamuno, ubicado en Prusia, Cartago,
para algunas, la luz, es un requerimiento  obliga-  Costa Rica. La recolecta la realiz6 el Dr. 01man
torio (Jull y Blazich  2000). En semillas sensibles  Murillo,  Escuela de lngenierfa Forestal, lnstituto
ala luz. la germinaci6n es regulada por el fitocro-  Tecnol6gico  de Costa Rica. La  desinfecci6n  de
mo (Kamiya  y Garcia-Martinez  1999). En cuan-  lag mismas  consisti6  en  un  lavado  inicial  con
to a log reguladores de crecimiento,  lag gibereli-  agua; luego  se sumergieron en alcohol  al  70%
nag han sido implicadas  directamente en el con-  durante 1 min  y finalmente  se colocaron  en una
trol  y la promoci6n  de la germinaci6n  de lag se-  soluci6n de hipoclorito  de sodio al 2.5% durante
millas,  mientras que el acido abscisico la inhibe  15 min, en agitaci6n constante. En una camara de
(Arteca  1996, Watkinson y Pill  1998). El etileno  fIujo  laminar se lavaron 3 veces con agua esteril,
y lag citocininas  tambien promueven la germina-  durante 1 min cada vez, antes de colocarse en el
ci6n de lag semillas de algunas especies (Miller  medio de cultivo.
1956, Prasad et al.  1996). Recientemente, se ha
presentado evidencia molecular  que involucra  al
fitocromo  en el control del metabolismo y la sin-  Medio  de cultivo
tesis de giberelinas,  estableciendo una relaci6n
directa entre ambos factores.  El  medio de cultivo  consisti6 de lag sales
En jaul,  Hernandez (1990) determin6 que  minerales y lag vitaminas de Murashige y Skoog
lag semillas requieren luz para germinar y que es-  (MS)  (1962) suplementado con 30 g/L de sacaro-
ta respuesta  esta bajo el control del fitocromo.  La  sa y 8.0 g/L de agar. El medio se dispens6 en tu-
aplicaci6n  de acido giberelico  a una concentra-  bog de ensayo de  18x150 mm  (10 ml/tubo).  El
ci6n  de 5 mg/L  en la oscuridad sustituy6  el re-  pH se ajust6 a 5.7 antes del autoclavado. Se sem-
querimiento  luminoso.  El estudio se Ilev6 a cabo  br6 una semilla por tubo de ensayo y 20 semillas
en camaras de germinaci6n,  por tratamiento.
Como se mencion6 anteriormente, la ger-
minaci6n  de la semilla,  al igual  que otros fen6-
menDs  del desarrollo de la planta, es un proceso  Tratamientos
complejo e influido  por una gran cantidad de va-
riables. El cultivo  in vitro es una herramienta que  Los  tratamientos  evaluados  fueron  4
permite  reducir  el  efecto  de estas variables,  al  concentraciones  de AG3: 0; 0.5;  1.0 Y 2.0 mg/L
proveer un ambiente controlado y libre de conta-  y  2  condiciones  de  luz:  fotoperfodo  de  12 h
minantes. Comercialmente,  el cultivo  in vitro  se  provisto  por  luces  fIuorescentes  y  oscuridad.ARAYA et al.: Efecto  de la luz y del acido  giberelico  en  jaul  77
En  todos  los  casas  la  temperatura  se  mantuvo  Cuadro I.  Efecto de diferentes  concentraciones  de AG3 so-
en 25:!:2°C.  bre  el porcentaje  de  gerrninaci6n  in vitro  de semi-
lIas de  jaul, a la luz y a la oscuridad.
Gerrninaci6n  (%)
Variables  evaluadas  Tratamiento
(mg/L)  I  fa  sds  5ta sds
Se determin6  el  porcentaje  de  germina-  Luz  Osc  Luz  Osc
ci6n  y  la altura  de las plantulas  semanalmente,  0.OAG3  25  0  50  15
durante 7 semanas.  0.5  AG3  35  5  55  15
I.OAG3  50  0  60  10
2.0  AG3  55  5  80  20
RESULTADOS  Promedio  41  2.5  61  15
El  procedimiento  de desinfecci6n  utiliza-  sds:  semanas  despues  de  la siembra.
do permiti6  obtener un  100% de las semillas li-
bre de contaminantes.  to. El  porcentaje de germinaci6n aument6 con el
tiempo en ambas  condiciones de cultivo, mostran-
E" d I I I od d b I do una estabilidad luego de la cuarta semana  para
lecto  e  a  uz y  a oscurl  a  so  re  a  .
0  0 , d I Oil las seffilllas colocadas a la luz y de la sexta sema-
germmaclon  e  as semi  as  .  .
na para aquellas  en oscundad (FIgura I).
Las sernillas  colocadas  en la oscuridad mos-
traron  un  porcentaje de  germinaci6n  muy  bajo  Efecto  de diferentes  concentraciones  de acido
(15%), rnientras que las sernillas expuestas  a la luz  giberelico  (AG3)
alcanzaron  una germinaci6n del 61  %, promedio de
todas las concentraciones  de AG3 (Cuadro 1, Figu-  El acido giberelico promovi6  una mayor y
ra 1), luego de 5 semanas  de iniciado el experimen-  mas rapida germinaci6n  de las semillas de jaul,
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Fig.  I.  Efecto de la luz sobre la gerrninaci6n  in  vitro  de  semi  lias de jaul  (Alnus  acuminata).78  AGRONOMIA COSTARRICENSE
conforme  aumento  la concentracion  en condicio-  hibidores,  0 una combinacion  de estos  dos efec-
Des  de luz; pero tuvo poco efecto a la oscuridad  tos (Arteca 1996).
(Cuadro 1). Luego de 5 semanas  de cultivo, el
porcentaje  de  germinaci6n  alcanzado  en  la mayor
concentracion  de AG3  (2 mg/L) rue de 80% para  Efecto de diferentes concentraciones
las semillas  expuestas  a la luz y de 20% a la os-  de acido giberelico (AG3)
curidad. En el fango de concentracion  evaluado
no se  observo  un efecto  inhibitorio del acido gi-  La adicion  de giberelinas  al medio  de cul-
berelico  sobre  la germinacion  (Figura 1).  tivo promovio una mayor  y mas  rapida  germina-
La altura  de  las  plantulas  rue  similar  en  todos  cion de las semillas  de  jaul in vitro, especialmen-
los tratamientos,  aunque  aquellas  provenientes  de  te bajo exposicion  a la luz. Se observ6  una rela-
semillas  germinadas  en  un medio  suplementado  con  cion directa  entre  concentraci6n  y porcentaje  de
AG3 presentaron  valores  promedio  mayores,  que  germinacion  (Cuadro 1). Con las concentracio-
aquellas  de semillas  germinadas  en un medio  des-  Des  evaluadas  no se alcanzo  una concentraci6n
provisto  del  regulador  de  crecimiento  (Cuadro  2).  maxima  despues  de la cual se  observara  un efec-
to inhibitorio (Cuadro  1). Las giberelinas  hall si-
do directamente  implicadas  en  el control y la pro-
moci6n de la germinacion  en diferentes  especies
DISCUSION  (Arteca 1996).
En las concentraciones  evaluadas  (hasta  2
Efecto de la luz sobre la germinacion  mg/L), el acido giberelico (AG3) no elimin6 el
de las semillas  requerimiento  luminoso de las semillas de jaul,
ya que a la oscuridad,  ninguna  de las concentra-
Las semi  lias de  jaul mostraron  un reque-  ciones  de acido giberelico  permiti6 alcanzar  los
rimiento de luz para su germinacion in vitro.  porcentajes  de germinacion  observados  en semi-
Resultados  similares fueron descritos  por Her-  lIas colocadas  a la luz. For su parte,  Hernandez
nandez  (1990)  en condiciones  ex vitro, quien  de-  (1990)  encontr6,  ex vitro, que  el acido  giberelico
termino que la germinacion  de las semillas de  a 5 mg/L estimulo  en un 100%  la germinaci6n  de
jaul esm  bajo el control de un sistema  de fitocro-  semillas  de jaul mantenidas  en oscuridad  conti-
mo. La luz es  un requisito  absoluto  para  la germi-  nua a 29.5°C.  Ademas,  que concentraciones  de
naci6n  de muchas  especies  (lull y Blazich 2000).  100-500  mg/L tambien  promovieron  la germina-
La iluminacion parece  promover  el aumento  de  cion; pero cuando se compararon  con 5 mg/L,
la concentracion  de sustancias  promotoras  de la  presentaron  una inhibicion de 10% y de 35%,
germinacion  0 disminuir la concentraci6n  de in-  respectivamente.
Cuadro 2.  Efecto de la adici6n  de acido giberelico  al medio de cultivo  sobre la altura de plantulas de jaul,  provenientes de semi-
lias germinadas  in vitro  a la luz (promedio  :I:  desviaci6n  estandar).
Semanas  de cultivo in vitro
Tratamiento  (mg/L)
II  III  IV  V  VI  VII
0.OAG3  0.8:1:0.16  1.0:1:0.69  1.3:1:0.71  1.5:1:1.02  1.9:1:1.17  2.1:1:1.23
0.5AG3  0.7:1:0.40  1.4:1:0.62  2.0:1:0.86  1.7:1:1.19  2.0:1:1.28  1.9:1:1.31
1.0AG3  0.9:1:0.31  1.8:1:0.60  2.1:1:0.75  2.2:1:1.17  2.3:1:1.35  2.3:1:0.92
2.0AG3  0.9:1:0.45  1.8:1:0.77  2.3:1:0.95  2.6:1:1.01  2.7:1:1.07  2.8:1:0.53ARAYA et al.: Efecto  de la luz y del acido  giberelico  en  jalll  79
Hernandez (1990)  propuso que el control  En ausencia de giberelinas  y  a la luz,  se
de la gerrninaci6n de las semillas de jalll,  par par-  obtuvo un 50% de gerrninaci6n a la quinta sema-
te de un sistema de fitocromo,  ocurre mediante la  na de evaluaci6n. Este porcentaje de gerrninaci6n
sfntesis de sustancias de crecimiento  tipo gibere-  es relativamente  alto  y  posiblemente  ligado  al
linas,  ya  que el  requerimiento  luminoso  puede  usa del hipoclorito  de sodio (NaOCl)  durante la
ser sustituido par una fuente ex6gena de acido gi-  desinfecci6n superficial  de las semillas. El hipo-
berelico. En lechuga, Kamiya y Garcfa- Martfnez  clarita  de sodio ejerce un efecto escarificador  y
(1999) establecieron que la luz promueve la sfn-  promueve  la  gerrninaci6n  en  varias  especies.
tesis de AG 1 a traves de la inducci6n  de la enzi-  Tambien se ha observado un efecto aditivo con el
ma AG3b-hidroxilasa  mediada par la acci6n del  acido giberelico  0 con tratamientos de frio  (Wat-
fitocromo.  La  luz raja induce la expresi6n de la  kin son y Pill  1998).
enzima mientras que la luz raja  lejana inhibe  el  Los resultados descritos en el presente tra-
proceso. En otras especies, sin embargo, el AG3  bajo coinciden con los de Hernandez (1990), rea-
no contrarresta el efecto inhibitorio  de la oscuri-  lizados ex vitro, en 10  referente al efecto de la luz
dad sabre la gerrninaci6n  de las semillas,  aun-  y del acido giberelico  sabre la gerrninaci6n de las
que sf acelera la gerrninaci6n  a la luz, como ocu-  semillas de jalll  expuestas  ala luz. A la oscuridad,
rri6  en el presente trabajo (Figura  1 y Cuadra  1)  la aplicaci6n  de acido giberelico  no sustituy6 el
(Arteca 1996). Es necesario evaluar concentracio:'  requerimiento  luminoso.  De manera que el siste-
nes mayores de AG3 in vitro para detelminar si al  ma  in  vitro  podria  emplearse en  el  estudio  de
aumentar la concentraci6n se promueve la gerrni-  otros aspectos de la fisiologfa  de las semillas de
naci6n de las semi  lIas de jaill  a la oscuridad,  jalll  y de otras especies  forestales, Desde el punta
El tipo de giberelina tambien puedo influir  de vista practico, la gerrninaci6n  de las semillas
en la diferencia  en la respuesta sabre la sustitu-  de  jalll  puede aumentarse  y acelerarse mediante el
ci6n  del requerimiento  luminoso,  observado par  tratamiento de las mismas con AG3 (2 mg/L)  y su
Hernandez (1990) y no en el presente trabajo, En  exposici6n a la luz (fotoperiodo  de 12 h),
el  estudio  in  vitro  se emple6  AG3.  Hernandez
(1990)  no especific6  el acido giberelico  utiliza-
do,  En  semillas  de lechuga,  Kamiya  y  Garcfa-  LITERATURA  CITADA
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